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能に優れた Streptococcus mutans（S. mutans）を対象として，バイオフィルム形成阻害
効果を有するレクチンを絞り込む目的で網羅的な解析を行った。その結果，特定の糖
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レクチンであった。Agaricus bisporus agglutinin（ABA）のみ Phosphate buffer（PB：10 
mM，pH6.8）で希釈し，その他のレクチンは Phosphate buffered saline（PBS：pH7.2；




S. mutans は ATCC25175 株，MT8148 株，GS-5 株を使用した。バイオフィルム形成
阻害効果の検討においては，それぞれの菌株を，37˚C，5 % CO2 の条件下で嫌気的に
Todd-Hewitt Broth（THB：Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA）を用いて
培養した。細菌の増殖抑制効果の検討においては，ATCC25175 株を，37˚C，5 % CO2
の条件下で嫌気的に Brain Heart Infusion（BHI：Becton）を用いて培養した。 
Salmonella typhimurium（S. typhimurium）は TA100 株，TA1535 株，TA98 株，TA1537
株を使用した。それぞれの菌株を 42˚C ， 5 % CO2 の条件下で嫌気的に
Rappaport-Vassiliadis Broth（日本製薬，東京）を用いて培養した。 
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Escherichia coli（E. coli）は WP2uvrA 株を使用した。それぞれの菌株を 37˚C，5 % CO2
の条件下で嫌気的に Lysogeny Broth medium（和光純薬，大阪）を用いて培養した。 
ヒト唾液 
3 人の健常な 20 代の男性から，パラフィンを咀嚼した際の刺激時唾液を 15 mL ず
つ採取した。唾液の採取は，起床後に 2 時間以内に飲食と口腔清掃をしていない状態
で行った。その後，4˚C，3,000 回転/分, 20 分間の遠心分離を行い，上清のみを使用
した。 
ヒト由来細胞と培養 
ヒト歯肉線維芽細胞（HGF：ScienCell，Calfornia, USA）は，Dulbecco’s modified eagle 
medium（DMEM：Life Technologies）に最終濃度が 10 % の Fetal bovine serum（FBS：
Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）と，最終濃度が 100 unit/mL ペニシリン-100 µg/mL
ストレプトマイシン（Life Technologies）および最終濃度が 0.05 % の Trypsin/EDTA を
加えて培養したものを使用した。 
ヒト歯肉上皮細胞（HGE）は，20 代の健常男性から採取した歯肉上皮細胞を，Simian 
virus 40 を用いて変異させ，Keratinocyte-SFM（Life Technologies）を用いて培養したも
のを使用した（研究倫理審査専門委員会承認 No. 975）。 
THP-1 細胞（THP-1：急性単球性白血病由来，Manassas, VA, USA）は，Roswell Park 
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Memorial Institute medium（Life Technologies）に最終濃度が 10 %の FBS と最終濃度が
100 unit/mL ペニシリン-100 µg/mL ストレプトマイシンを加えて培養したもの使用し
た。 
KB 細胞（KB：ヒト類表皮癌細胞由来，Manassas, VA, USA）は，DMEM に最終濃
度が 10 %の FBS と最終濃度が 100 unit/mL ペニシリン-100 µg/mL ストレプトマイシ
ンおよび最終濃度が 0.05 % Trypsin/EDTA を加えて培養したものを使用した。 




Denmark）にヒト唾液を 100 µL ずつ播種し，37 ˚C で嫌気的に 2 時間静置した。PBS
で緩やかに 2 回洗浄した後，各レクチンを 100 µL ずつ添加し，37˚C で嫌気的に 1 時
間静置した。PBS で緩やかに 2 回洗浄した後，PBS で 5 × 107 cfu/mL に希釈した S. 
mutans 培養液を 100 µL ずつ播種し，37˚C で嫌気的に 16 時間培養した。PBS で緩や
かに 2 回洗浄した後，25 %グルタラールアルデヒド（Sigma-Aldrich）を PBS で 1：100















96 穴の平底マルチプレートに，BHI で 1 × 107 cfu/mL に希釈した S. mutans
（ATCC25175 株）培養液を 90 µL ずつ播種した。同時にミルレクチン（100 µg/mL，
1,000 µg/mL），陽性対照として CPC（Sigma-Aldrich, 100 µg/mL），陰性対照として PBS
をそれぞれ 10 µL ずつ添加し，プレート中で緩やかに撹拌した。37˚C で嫌気的に培養




KB を播種し，それぞれの条件下で 24 時間培養した。さらに，レクチンと対照群を添
加して 24 時間培養した。その後，光学顕微鏡（Olympus BX50：オリンパス，東京）
下 で 細 胞 の 増 殖 と 形 態 を 観 察 し た 。 さ ら に ， 通 法 に 従 っ て
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 
（MTS）アッセイと，CellTiter 96® Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
（Promega，Madison，WI，USA）を用いた MTT アッセイを行い，細胞への障害性を
検討した。なお，浮遊細胞である THP-1 のみ MTS アッセイを行い，付着細胞である
HGF，HGE，KB は MTT アッセイを行った。陽性対照群は，リンパ球の幼弱化を行
うことで知られており，細胞活性を変化させることが報告されている Concanavalin A




試験を行った。試験は直接法（代謝活性化 S9 mix の非存在下）および代謝活性法（代
謝活性化 S9 mix の存在下）で，プレインキュベーション法により実施した。S9 mix
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は，S9（キッコーマン，千葉），S9 mix 用 Cofactor（Cofactor-Ⅰ，オリエンタル酵母工
業，東京）および日本薬局方注射用水（大塚製薬，東京）を用いて用時調整した。用
量設定試験では，直接法および代謝活性法ともに被験物質の最高用量を 5,000 µg/plate
とし，以下公比約 3 で 6 段階の計 7 用量（5〜5,000 µg/plate）を設定した。本試験で
は，用量設定試験の結果に基づき，直接法および代謝活性法ともに被験物質の最高用
量を 5,000 µg/plate とし，以下公比 2 で 6 段階の計 7 用量（78.1〜5,000 µg/plate）の試
験群を設定した。陰性対照として，被験物質の調整媒体である日本薬局方注射用水の
原液を使用した。使用した細菌に対する陽性対象物質は表 2 に示した。試験には，S. 
typhimurium （TA100 株，TA1535 株，TA98 株，TA1537 株）および E. coli（WP2uvrA
株）を用いた。これらの菌株は，遺伝毒性を有する化学物質の検索に適した細菌とし
て一般的に使用されている。前培養用のニュートリエントブロス培地として，OXOID 
NUTRIENT BROTH No.2（Thermo，MA，USA）を日本薬局方注射用水で 25 g/L に調






水で調整し，10 : 1 の容量比で混合した。試験菌株は 37 ˚C，5 % CO2 の条件下で嫌気
的に培養し，吸光度（波長；660 nm）を測定し，生菌数が 1 × 109 cfu/mL より多いこ
とが確認された培養液を試験に使用した。被験物質および対照物質調整液の処理は，
プレインキュベーション法で行った。すなわち，蓋付きのポリエチレン製チューブ（5 
mL 容量）を使用して，被験物質あるいは対照物質調整液 0.1 mL に，直接法の場合は
0.1 M PB（pH 7.4）0.5 mL を，代謝活性法の場合は S9 mix 0.5 mL をそれぞれ加えて混
合し，さらに，菌培養液 0.1 mL を加えて 37 ˚C，振幅 40 mm，振盪速度 100 回/分に設
定した振盪恒温槽（Personal-Ⅱ-EX，タイテック，埼玉，）で 20 分間振盪培養した。
振盪培養終了後，S. typhimurium は L-ヒスチジン（0.05 mM）および D-ビオチン（0.05 
mM）を含む重層用培地 2 mL を，E. coli は L-トリプトファン（0.05 mM）を含む重層
用培地 2 mL を，それぞれ加えて混和してプレートに重層した。平坦な場所で重層用
培地を固化させた後，被験物質処理群について，プレートでの被験物質の析出の有無
を目視で確認した。その後，37 ˚C，5 % CO2 の条件下で 45 時間培養を行った。その
後，コロニー数の計測を行い，コロニー数が陰性対照群の 2 倍以上の場合を復帰変異
誘発性が陽性と判定した。 
In vivo での安全性の検討 
1. ラット 
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ラットは Crl：CD（SD）系ラット（日本クレア，東京）を使用し， 1 週間の馴化
期間を設けた後に 6 週齢まで飼育した。動物実験は，岡山大学動物実験委員会承認




に基づいて実施した。6 週齢のラットを雌 5 匹，雄 5 匹を割合で 2 群（計 20 匹）に分
類し，1.ミルレクチン（200 mg/mL）投与群，2.対照（精製水）群とした。ミルレクチ
ンはヒト 1 日限界量である 2,000 mg/kg をラット体重換算で設定した。 
投与開始を 0 日として 14 日間の単回経口投与を行った。0 日に，ディスポーザブル
胃ゾンデおよびディスポーザブルシリンジを用いて，それぞれの試薬を強制的に 10 
mL/kg 経口投与した。投与から 4 時間後までは 1 時間ごとに，ラットの異常行動と外
観の変化の有無を観察した。 
体重測定は投与後 0，1，3，5，7，10 そして 14 日に実施した。電子式上皿天秤（GX-2000，











用いて，1 日に 1 回それぞれの試薬を強制的に 2 mL/kg 経口投与した。投与から 4 時
間後までは 1 時間ごとに，ラットの異常行動と外観の変化の有無を観察した。 





なかった。採取した血液から 4˚C，4,500 回転/分, 20 分間の遠心分離によって血清を
分離し，血液生化学試験を実施した。試験項目については表 3 に示した。 
統計処理 
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各実験系における統計解析は，3 群間以上の差の検定には one-way analysis of 
variance（one-way ANOVA）を用い，さらに多重比較検定を Dunnet test で行った。各々








る。ミルレクチン，ABA は S. mutans 全 3 菌株のバイオフィルム形成を有意に抑制し
た。PVL は全 3 菌株のバイオフィルム形成を有意に促進した。（図 1）。 
この様相を電子顕微鏡で観察するために，陽性対照群（レクチン非作用群，BSA 添
加群）とミルレクチン添加群の所見を比較した（図 2）。1,000 倍拡大時にはプレート










S. mutans ATCC25175 株の増殖に対する影響をみると，バイオフィルム形成阻害試
験の有効濃度であるミルレクチン 100 µg/mL を添加した際，対照の PBS との間では，




HGF，THP-1 に対しては，ミルレクチンは 100, 500 µg/mL ともに細胞増殖活性を変
化させなかった。HGE に対しては，ミルレクチンは細胞の活性を有意に増加させる
傾向があった。KB に対しては，100 µg/mL では細胞増殖活性に変化はなかったが，


























S. mutans ATCC25175 株，MT8148 株および GS-5 株の 3 菌株に対するバイオフィルム
形成阻害効果を測定した結果，ミルレクチンは S. mutans における全ての菌株で，バ





























のヒト由来細胞において傷害性を示さなかったが，500 µg/mL の濃度では，KB 細胞
に対してのみ傷害性を示した（図 4）。すなわち，ミルレクチンは 100 µg/mL の濃度で
は口腔ケア材料として安全に応用することができると考えた。さらに，遺伝毒性を調
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Codium fragile Hariot（ミルレクチン） Gal/GalNAc 
Agaricus bisporus agglutinin（ABA） Gal/GalNAc 
Concanavalin A（Con A） Man 
Dolichos biflorus agglutinin（DBA） Gal/GalNAc 
Maackia amurensis Lectin（MAM） シアル酸 
Psathyrella velutina Lectin（PVL） GlcNAc 
Sambucus sieboldiana agglutinin（SSA） シアル酸 












S. typhimurium TA100 AF-2（0.01） 2-AA（1） 
S. typhimurium TA1535 NaN3（0.5） 2-AA（2） 
E. coli WP2uvrA AF-2（0.01） 2-AA（10） 
S. typhimurium TA98 AF-2（0.1） 2-AA（0.5） 











glutamic pyruvic transaminase（GPT） 肝機能 
glutamic oxaloacetic transaminase（GOT） 肝機能 
alkaline phosphatase（ALP） 肝機能 
total bilirubin（T-BIL） 肝機能 
creatinine（CRE） 腎機能 
uric acid（UA） 腎機能 
blood urea nitrogen（BUN） 腎機能 
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図の説明 
図 1. ミルレクチンの S. mutans に対するバイオフィルム形成阻害試験 
Streptococcus mutans ATCC25175 株，MT8148 株，GS-5 株により形成されたバイオ
フィルムをクリスタルバイオレット染色後，波長 570 nm の吸光度を計測した。縦軸
は吸光度を示し，横軸は添加したレクチンの種類を示す。3 人から採取した唾液を用
いて試験を行い，独立した 3 回の実験系とした。グラフは 3 回の実験の平均値を示し，
エラーバーは標準偏差を示す。図中の横線は，陽性対照である BSA 添加群の吸光度
を示す。バイオフィルム形成度の違いは，BSA 添加群を基準にして，対応のない 2
群間の Student's t-test を用いて検定した。**：p<0.01 
 
図 2. 走査電子顕微鏡による観察 




1,000 倍拡大像，10,000 倍拡大像，30,000 倍拡大像を示す。 




図 3. ミルレクチンの S. mutans ATCC25175 株に対する増殖抑制効果の検討 
ミルレクチンを細菌培養液に添加し，0，2，4，6，8，10，12 時間後に波長 660 nm
の吸光度を測定した。対照は，PBS と CPC とした。縦軸は細菌培養液の濁度を示し，
横軸は測定した時間を示す。グラフは独立した3回の実験の平均値を示し，エラーバー
は標準偏差を示す。 
◆，ミルレクチン 1,000 µg/mL；●，ミルレクチン 100 µg/mL；□，PBS；△，CPC 100 
µg/mL 
 
図 4. ミルレクチンのヒト由来の細胞に対する細胞傷害性試験 
ミルレクチンが HGF，HGE，THP-1，KB に与える影響を，生細胞中のミトコンド
リアに存在するホルマザンを溶出させ，比色定量した。接着細胞に対しては MTT assay
を行い，浮遊細胞に対しては MTS assay を行った。ホルマザン溶出後 4 時間で，吸光




は，PBS 添加群を基準にして，対応のない 2 群間の Student's t-test を用いて検定した。
*：p<0.05，**：p<0.01 
 
図 5. ミルレクチンの復帰変異原性試験 
A. 直接法，B. 代謝活性法 






立した 2 回の実験の平均値を示す。 
 
図 6. ミルレクチンのラットに対する単回経口投与試験 
縦軸はラットの体重を示し，横軸には試験開始からの日数（投与日を 0 日とする）
を示す。対照は精製水投与群とした。グラフはラット 5 匹の平均値を示した。 
■，ミルレクチン 200 mg/mL 投与群（雄）；□，精製水投与群（雄）；● 
 35
，ミルレクチン 200 mg/mL 投与群（雌）；○，精製水投与群（雌） 
 
 
図 7. ミルレクチンのラットに対する反復経口投与試験 
縦軸はラットの体重を示し，横軸には試験開始からの日数（投与開始日を 1 日とす
る）を示す。対照は精製水投与群とした。グラフはラット 3 匹の平均値を示す。 
■，ミルレクチン 400 µg/mL 投与群（雄）；■，ミルレクチン 1,000 µg/mL 投与群
（雄）□，精製水投与群（雄）；●，ミルレクチン 400 µg/mL 投与群（雌）；●，ミル
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